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Abstrak. Isolat kitinolitik LA 21 adalah bakteri kitinolitik yang diisolasi dari Tambak Udang di
Lamongan. Untuk mendapatkan isolat kitinolitik LA 21 yang menghasilkan enzim kitinase dalam
jumlah yang besar, maka harus dilakukan optimasi kondisi kultur, seperti konsentrasi substrat, pH,
dan waktu inkubasi. Enzim kitinase dapat dihasilkan dari isolasi isolat kitinolitik LA 21 dengan cara
menumbuhkan pada media LB cair yang mengandung kitin sebagai substrat dan penginduksi kitinase,
pH, dan diinkubasi pada waktu tertentu. Penelitian ini bertujuan mendapatkan kondisi kultur terbaik
bagi isolat kitinolitik LA 21, meliputi konsentrasi kitin koloidal, pH, dan waktu inkubasi. Jumlah
mikroorganisme yang terbentuk ditentukan berdasarkan uji Optical Density (OD) dengan
menggunakan spektrofotometer UV-Vis pada panjang gelombang 660 nm. Berdasarkan variasi
konsentrasi kitin koloidal 0,2-1,4 % menunjukkan bahwa konsentrasi kitin koloidal 0,6 %
menghasilkan jumlah mikroba terbanyak. Isolat kitinolitik LA 21 mampu tumbuh dengan baik pada
pH 7 dengan jumlah OD 0,707 dan pada waktu inkubasi selama 72 jam, isolat kitinolitik LA 21
menghasilkan jumlah sel terbanyak pada waktu inkubasi 48 jam dengan OD 1,748.
Kata kunci: bakteri kitinolitik, kitin koloidal, kondisi kultur, Optical Density (OD).
Abstract. LA 21 chitinolytic isolates is chitinolytic bacteria isolated from shrimp farms in Lamongan.
To get LA 21 chitinolytic isolates that produce chitinase enzyme in large quantities, it must be
optimized culture conditions, such as substrate concentration, pH, and incubation period. Chitinase
enzyme can result from isolation LA 21 chitinolytic isolates by growing on medium LB liquid
containing chitin as a substrate and inducer of chitinase, pH, and incubated at a particular time. This
study aims to get the best culture conditions for LA 21 chitinolityc isolates, include colloidal chitin
concentration, pH, and incubation period. Number of microorganisms that from determined by testing
the Optical Density (OD) using a UV-Vis spectrophotometer at a wavelenghth of 660 nm. By varying
the colloidal chitin concentration 0,2-1,4 % showed that the colloidal chitin concentration  0,6 %
produced the highest number of microbes. LA 21 chitinolityc isolates were able to grow well at pH 7
with 0,707 OD and the amount of time during the 72 hours incubation, LA 21 chitinolytic isolates
produced the highest cell number at 48 hours of incubation with 1,748 OD.
Keywords: chitinolytic bacteria, colloidal chitin, culture conditions, Optical Density (OD).
PENDAHULUAN
Bakteri kitinolitik adalah bakteri yang
dapat menghasilkan enzim kitinase yang
digunakan untuk mendegradasi senyawa kitin.
Bakteri ini dapat diperoleh dari berbagai
sumber seperti rhizosphere, phyllosphere,
tanah atau dari lingkungan air seperti laut,
danau, kolam atau tambak udang dan
sebagainya [1].
Bakteri kitinolitik sangat menarik
diisolasi karena kemampuannya mendegradasi
kitin menjadi derivat kitin. Kitin atau
derivatnya digunakan sebagai flokulan dalam
pengolahan limbah, agensia, antifungi atau
arthropoda hama [2] serta dalam bidang
biomedis yaitu sebagai antitumor, obat luka,
dan membran dialisa darah [3].
Bakteri kitinolitik dapat dihasilkan
dengan cara screening, yaitu penapisan
mikroorganisme yang mampu menghasilkan
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enzim kitinase dengan menggunakan media
yang mengandung kitin. Melalui proses
screening, diharapkan diperoleh bakteri
kitinolitik yang dapat menghasilkan enzim
kitinase. Salah satu tempat yang berpotensi
menghasilkan bakteri kitinolitik yaitu tambak
udang. Tambak udang merupakan tempat
budidaya udang yang mampu menghasilkan
senyawa kitin yang terdapat pada udang
tersebut. Keberadaan kitin dalam tambak
udang dapat dengan cepat terdegradasi karena
diduga adanya mikroorganisme yang
mempunyai enzim kitinase yang mampu
mendegradasi kitin [4].
Untuk mendapatkan isolat yang
menghasilkan enzim kitinase dalam jumlah
yang besar, maka harus dilakukan optimasi
kondisi kultur, seperti konsentrasi substrat,
pH, suhu, dan waktu inkubasi. Enzim kitinase
dapat dihasilkan dari mikroorganisme dengan
cara menumbuhkan pada media yang
mengandung kitin sebagai substrat dan
diinkubasi pada waktu dan suhu tertentu [5]
METODE PENELITIAN
Alat
Centrifuge 5810 R, tabung reaksi, tabung
sentrifus, pengaduk magnet, rotary shaker,
penangas air, spektrofotometer SHIMADZU
UV-1800, autoclave, mikropipet, Erlenmeyer,
pembakar spiritus, dan peralatan gelas yang
umum digunakan.
Bahan
HCl 37 % (Sigma-Aldrich), aquades, yeast
extract (Difco), NaCl (Difco), tripton (Difco),
isolat kitinolitik LA 21, Na2HPO4, asam sitrat,
KH2PO4, CaCl2.2H2O, air bebas ion, Na-
kalium tartarat tetrahidrat, NaOH, dan asam
3,5-dinitrosalisilat (Sigma), N-
Asetilglukosamin (Sigma).
PROSEDUR PENELITIAN
Pembuatan Kitin Koloidal
Kitin koloidal dibuat dengan melarutkan
10 gr kitin dalam 100 mL HCl 37 %, dan
diendapkan sebagai suspensi koloid dengan
penambahan air dingin. Kemudian suspensi
disaring dan residu dicuci dengan aquades
dingin sampai pH netral. Setelah itu
dikeringkan dengan oven.
Pembuatan Media LB Cair
Media LB cair dibuat dengan melarutkan
0,5 gram yeast extract, 0,1 gram NaCl, dan
0,1 gram tripton ke dalam 85 mL aquades
sampai pH netral. Kemudian ditambah
aquades lagi hingga 100 mL. Setelah itu
diaduk dan disterilisasi.
Penentuan Kondisi Optimum Untuk
Pertumbuhan Isolat Kitinolitik LA 21.
Konsentrasi Kitin Koloidal
Isolat kitinolitik LA 21 ditumbuhkan pada
media LB cair dengan waktu inkubasi 16-18
jam. Setelah bakteri tumbuh, dimasukkan ke
dalam media LB cair dengan ditambah kitin
koloidal dengan berbagai konsentrasi yang
berbeda (0,2-1,4 %). Diinkubasi selama 2
hari, kemudian suspensi bakteri dari masing-
masing berbagai konsentrasi kitin koloidal di
uji nilai Optical Density (OD) pada
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 660 nm untuk menghitung jumlah
bakteri yang tumbuh.
pH
Isolat kitinolitik LA 21 ditumbuhkan pada
media LB cair dengan waktu inkubasi 16-18
jam. Setelah bakteri tumbuh, dimasukkan
kedalam media LB cair dengan ditambah kitin
koloidal yang maksimal dan pH yang berbeda
(3-9). Diinkubasi selama 2 hari, kemudian
suspensi bakteri dari masing-masing berbagai
pH di uji nilai Optical Density (OD) pada
spektrofotometer UV-Vis dengan panjang
gelombang 660 nm untuk menghitung jumlah
bakteri yang tumbuh.
Waktu Inkubasi
Isolat kitinolitik LA 21 ditumbuhkan pada
media LB cair dengan waktu inkubasi 16-18
jam. Setelah bakteri tumbuh, dimasukkan
kedalam media LB cair dengan ditambah kitin
koloidal yang maksimal, pH yang maksimal,
dan waktu inkubasi yang berbeda (0-72 jam).
Diinkubasi selama selang 12 jam, kemudian
suspensi bakteri dari masing-masing berbagai
waktu inkubasi di uji nilai Optical Density
(OD) pada spektrofotometer UV-Vis dengan
panjang gelombang 660 nm untuk
menghitung jumlah bakteri yang tumbuh.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Penentuan Kondisi Optimum Untuk
Pertumbuhan Isolat Kitinolitik LA 21.
Konsentrasi Kitin Koloidal
Hasil dari pengaruh variasi konsentrasi
kitin koloidal terhadap pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 disajikan pada Gambar 1.
Pada Gambar 1 menunjukkan hasil Optical
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Density (OD) yang memperlihatkan jumlah
bakteri yang tumbuh terhadap perubahan
konsentrasi kitin koloidal. Jumlah isolat
kitinolitik LA 21 paling banyak ditunjukkan
pada konsentrasi kitin koloidal sebesar 0,6 %,
yaitu mencapai nilai 2,380. Pada konsentrasi
kitin koloidal 0,2 % menunjukkan
pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21 yang
rendah, yaitu sebesar 1,724. Hal ini
disebabkan karena substrat yang terlalu
sedikit, sehingga tidak dapat mencukupi
nutrisi bagi isolat kitinolitik LA 21 untuk
tumbuh dengan optimal. Konsentrasi kitin
koloidal dari 0,2 % sampai 0,6%,
menunjukkan pertumbuhan isolat kitinolitik
LA 21 yang semakin bertambah. Hal ini
menunjukkan bahwa dengan bertambahnya
konsentrasi substrat, memungkinkan nutrisi
bagi isolat kitinolitik LA 21 untuk hidup
dengan optimal masih tercukupi.
Pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21 mulai
menurun setelah melewati konsentrasi kitin
koloidal 0,8 %. Konsentrasi substrat yang
terlalu tinggi, diduga dapat menghambat
pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21 dan
menyebabkan racun, sehingga dapat
menghambat pertumbuhan isolat kitinolitik
LA 21. Seperti yang dikatakan oleh Mariska
(2012) bahwa konsentrasi substrat dapat
mempengaruhi pertumbuhan dan
perkembangan bakteri. Semakin rendah
konsentrasi substratnya, maka jumlah bakteri
yang tumbuh masih sangat rendah. Hal ini
disebabkan karena substrat yang terlalu
sedikit, sehingga tidak dapat mencukupi
nutrisi bagi bakteri untuk hidup dengan
optimal. Tetapi konsentrasi substrat yang
terlalu besar juga dapat menghambat
pertumbuhan bakteri dan menyebabkan racun
bagi bakteri, sehingga pertumbuhan bakteri
terhambat dan terjadi substrat inhibisi yang
akan menjadi racun bagi pertumbuhan bakteri
[6].
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Gambar 1. Nilai OD Pada Berbagai
Konsentrasi Kitin Koloidal.
Penelitian mengenai optimasi
pertumbuhan bakteri juga telah dilakukan oleh
Merina et al., (2012) yang mendapatkan
isolat Bacillus amyloliquefaciens SM3 dari air
pantai Tamil Nadu, India . Dalam penelitian
ini, kondisi optimum untuk pertumbuhan
adalah pada konsentrasi kitin koloidal 0,5 %
dengan jumlah koloni 5,77 [7] .
pH
Hasil dari pengaruh pH yang berbeda
terhadap pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21
disajikan pada Gambar 2. Pada Gambar 2
menunjukkan hasil Optical Density (OD)
yang memperlihatkan jumlah bakteri yang
tumbuh terhadap perubahan pH. Pada pH 7
menunjukkan pertumbuhan isolat kitinolitik
LA 21 yang tertinggi, yaitu sebesar 0,707.
Pada pH tersebut, mempunyai kondisi yang
sesuai bagi pertumbuhan isolat kitinolitik LA
21. Pada pH 3 menunjukkan pertumbuhan
isolat kitinolitik LA 21 yang terendah, yaitu
sebesar 0,360. Hal ini menunjukkan bahwa
isolat kitinolitik LA 21 tidak dapat tumbuh
dalam suasana asam, sehingga pertumbuhan
isolat kitinolitik LA 21 tidak optimal. Pada pH
3 sampai 7, menunjukkan pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 yang semakin bertambah,
dan mencapai pertumbuhan optimal pada pH
7. Setelah melewati pH 7 menunjukkan
pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21 yang
semakin menurun. Hal ini menunjukkan
bahwa isolat kitinolitik LA 21 tidak dapat
tumbuh dalam suasana basa, sehingga
pertumbuhan isolat kitinolitik LA 21 tidak
optimal.
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Gambar 2. Nilai OD Pada Berbagai pH
Penelitian mengenai optimasi
pertumbuhan bakteri juga telah dilakukan oleh
Mike et al., (2009) yang mendapatkan bakteri
penghasil kitinase dari sumber air panas
Rimbo Panti Pasaman. Dalam penelitian ini,
kondisi optimum untuk pertumbuhan bakteri
isolat no.4 pada pH 6,5 dengan jumlah koloni
5,75 [8].
Waktu Inkubasi
Hasil dari pengaruh waktu inkubasi yang
berbeda terhadap pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 disajikan pada Gambar 3.
Pada waktu inkubasi 48 jam menunjukkan
pertumbuhan isolat kitinolitk LA 21 yang
tertinggi, yaitu sebesar 2,243. Pada waktu
inkubasi tersebut, mempunyai kondisi terbaik
bagi pertumbuhan bakteri isolat kitinolitik LA
21, karena nutrisi pada media untuk isolat
kitinolitik LA 21 masih tercukupi, sehingga
dapat tumbuh dengan optimal. Pada waktu
inkubasi 12 jam menunjukkan pertumbuhan
isolat kitinolitik LA 21 yang terendah, yaitu
sebesar 0,827. Hal ini disebabkan karena
nutrisi pada media untuk isolat kitinolitik LA
21 kurang mencukupi, sehingga tidak dapat
tumbuh dengan optimal. Kondisi ini
menunjukkan pertumbuhan isolat kitinolitik
LA 21 masuk pada fase lag (fase lamban atau
lag phase). Pada waktu inkubasi 0 jam sampai
48 jam, menunjukkan pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 yang semakin bertambah.
Hal ini disebabkan karena nutrisi pada media
untuk isolat kitinolitik LA 21 tercukupi,
sehingga dapat tumbuh dengan optimal.
Kondisi ini menunjukkan pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 masuk pada fase log (fase
pertumbuhan cepat atau log phase), dimana
selama fase ini  massa dan volume sel
meningkat karena isolat kitinolitik LA 21
sudah mampu beradaptasi terhadap
substratnya. Pertumbuhan isolat kitinolitik LA
21 mulai menurun setelah melewati waktu
inkubasi 48 jam. Hal ini disebabkan karena
nutrisi pada media sudah habis, sehingga
banyak isolat kitinolitik LA 21 yang mati.
Kondisi ini menunjukkan, pertumbuhan isolat
kitinolitik LA 21 masuk pada fase kematian (
penurunan populasi atau decline), dimana
selama fase ini media kehabisan nutrisi,
sehingga populasi isolat kitinolitik LA 21
akan menurun jumlahnya dan pada saat ini
jumlah sel yang mati lebih banyak daripada
sel yang hidup.
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Gambar 3. Nilai OD Pada Berbagai Waktu
Inkubasi
Penelitian mengenai optimasi
pertumbuhan bakteri juga telah dilakukan oleh
Mike et al., (2009) yang mendapatkan bakteri
penghasil kitinase dari sumber air panas
Rimbo Panti Pasaman. Dalam penelitian ini,
kondisi optimum untuk pertumbuhan bakteri
isolat no.4 pada waktu inkubasi 96 jam
dengan jumlah koloni 5,77 [8].
PENUTUP
Simpulan
1. Konsentrasi kitin koloidal yang diperlukan
untuk menghasilkan enzim kitinase adalah
sebesar 0,6 % dengan menghasilkan nilai
OD sebesar 2,380.
2. pH yang optimum untuk pertumbuhan
bakteri kitinolitik dari tambak udang di
Lamongan adalah pH 7 dengan
menghasilkan nilai OD sebesar 0,707.
3. Waktu inkubasi yang optimum untuk
pertumbuhan bakteri kitinolitik dari
tambak udang di Lamongan adalah 48 jam
dengan menghasilkan nilai OD sebesar
1,748.
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